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植物ベルオキシダーゼの病傷害に対する発現機構の解析

学位論文内容の要旨

  病原体の感染や傷害は，植物を含む生物全般の生命を脅かすス卜レスの一種である。

本研究は，過酸化水素を酸化剤とする酸化還元反応を触媒する酵素class III植物ベルオキ

シダーゼ(POX; EC l.11.1.7)遺伝子の病傷害に対する発現機構を明らかにし，植物の病傷

害応答機構（病傷害シグナル伝達機構）のより深い理解をめざして行われた。

（1）傷害誘導性タバコベルオキシダーゼtpoxŃ 遺伝子の器官および組織特異的発現

  タバコ葉においてタバコモザイクウイルス感染ならびに傷害処理により発現が誘導さ

れるP〇X遺伝子，0n州´遺伝子の傷害後の器官特異的発現をタバコの葉，茎，葉柄お

よび根を用いて調べた結果，茎で最も強い発現応答が見られた。0鹹NJ遺伝子の茎での

傷害誘導発現は傷害後1時間から認められ，36時間後を最大に少なくとも54時間後ま

でその転写産物の蓄積が認められた。タバコの茎を用いたRNAゲルブロット解析により，

ア鹹Ń 遺伝子は既知の傷害シグナル物質および植物ホルモン処理等に対して応答を示さ

ず，その発現誘導は新規の傷害シグナル伝達経路を介することが示唆された。また，種々

の阻害剤を用いた発現解析から，ゆD．洲´遺伝子の傷害誘導発現には，プロテインキナー

ゼ／プロテインフオスタターゼ活性ならびにぬnDvDタンパク質合成が必要であることが

示された。約2kbのヶ鹹Ń プロモーターを用いたヶ甜NJプロモーター：：GW形質転

換タバコ植物の組織化学的解析により，RNAゲルブロット解析の結果と同様，ケ鹹M遺

伝子の茎における顕著な傷害応答が示され，また，傷害により主として傷害部位ならびに

維管東組織特異的に発現誘導されることが示された。

(2)傷害誘導性に関与するtpoxMプロモーター領域の特定

  0D．xM遺伝子が新規の傷害シグナル伝達系を介して発現誘導されることが示唆された

ことから，0甜M遺伝子の傷害応答に関与するプロモーター領域（cis領域）を限定する

目的で，約2kbのヶ誠Ń プロモーターの削り込み解析を行った。種々の長さのヶDxヘリ

プロモーター（np2～np7）：：GUS形質転換タバコ植物の傷害応答性を調べた結果，ア鹹N｜遺

伝子の傷害応答にはnp6～np7領域（‐278～－115bp）が重要であることが示された。np6～

np7領域をさらに削り込み（np6a，np6bおよびnp6c），タバコの茎を用いたボンバードメ

ント法により解析したところ，np6a～np6b領域（‐239～－201bp）にァD．む〃遺伝子の転写

に関与する領域の存在が示唆された。また，np6～np7領域をさらに4っに分割した領域

（np61～np64冫をそれぞれ4回連続した配列（np61～np64x4）を用い，np61～np64x4：：GW

形質転換タバコ植物を作成し傷害応答を調べた結果，顕著な傷害応答性は示されないもの
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の，np6a～np6b領域を含むnp62領域(-239～ー191 bp)に強い転写活性が認められた。np62

領域には既知の傷害に関与するCIS領域は認められず，この領域にtpoむH遺伝子の転写

に関与する新規cis領域の存在が示唆された。

(3) tpoxrV1遺伝子発現に関与する転写因子の単離および解析

  tpo，xM遺伝子の転写誘導に関与する転写因子の単離を目的とし，タバコの茎に傷害を

与えた゛30分ならびに2時間後の発現ライブラリーを作成し，np62x4配列をプローブと

したy髄stワンハイブリッドスクリーニングを行った。その結果，DNA結合ドメインと

して知られるAP2ドメインを持っタンパク質をコードする2種の新規cDNAが単離さ

れた。これらのタンパク質をWRAFl（凹undーresponsiveAP21ikefactorl）およびWRAF2

と命名した。WRAF1ならびにWRAF2のGST融合タンパク質によるゲルシフト解析の

結果，2種のWRAFタンパク質は共にnp62領域に対する結合性を示し，珈vffmでの

DNA結合活性を有することが明らかとなった。np62領域をさらに限定してグルシフト解

析を行ったところ，而タンパク質が結合するヶDxMプロモーター上のcis領域は，新規

cis領域であるAAGAAAAlTTC配列であることが示唆された。この配列はnp5～np6領

域（－546～―279）にも存在し，AAGAAA」へn` TC配列を含む47bpの領域（434～‐388）を

用いてゲルシフト解析を行ったところ，WRAFlならびにWRAF2は共にこの領域に対
する結合活性を示した。朋MF́ および贓川つ遺伝子の発現をRNAゲルブロット解析

により調べた結果，傷害後1時間を最大に一過的に誘導されており，その誘導は似MM

遺伝子の発現誘導より迅速であった。タバコの茎を用いたボンバードメント法により

WRAFlならびにWRAF2タンパク質のヶ°．む〃遺伝子の転写誘導活性を調べたところ，

WRAF1のみに転写誘導活性が認められた。これらの結果，ケ鹹M遺伝子の傷害誘導の
少なくとも一部は，WRAFlがァD．洲´プロモーター上のAAGAAAA冂｀TC配列に結合す

ることで実行されると考えられた。

(4)イモチ病菌誘導性のイネPOX遺伝子の発現解析

  イネにおけるPOX遺伝子の病傷害応答の解析を目的に，22種のイネPOX遺伝子を

用いてイモチ病菌感染への応答を解析した。罹病性およぴ抵抗性イネの第8葉期の葉を

材料とし，イモチ病菌感染後の22 POX遺伝子の発現誘導をRNAゲルブロット解析に

より調べた結果，10種のP〇X遺伝子で応答が認められた。これらの遺伝子は，罹病性

イネでは感染5日後に特に強い発現応答が認められ，一方，抵抗性イネでは感染初期に

罹病性より強い発現応答が認められる傾向が示された。また，イモチ病菌感染に対する発

現応答パターンより6種類に分類された。22種POX遺伝子のイモチ病菌感染に対する

発現応答とイネ染色体上での局在性には関連が見られなかった。イモチ病菌感染により誘

導されるイネPOX遺伝子の器官特異的発現をRNAゲルブロット解析により調べたとこ

ろ，根，鞘葉，穂において，構成的な発現傾向が認められた。イモチ病菌感染応答性の10

種POX遺伝子のプロベナゾール，ジャスモン酸ならびに傷害に対する応答を調べたとこ

ろ，イモチ病菌感染により誘導される共通項を持ちながらも，それぞれの分子種は多岐に

わたる応答性を示した。POX遺伝子はイモチ病菌感染を含め，一つの刺激に対して複数
の分子種が応答し，発現の重複性が示された。これらのことから，イネのイモチ病菌感染

を含むス卜レス抵抗性に関してPOXの重要性が示唆された。
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学 位 論 文 題 名

植物ベルオキシダーゼの病傷害に対する発現機構の解析

  本論文は ，図49枚，表7枚，引用文献163を合み，6章からなる総ベージ163の

和文論文である。別に参考論文5編が添えられている。

  病原体の感染や傷害は，植物を含む生物全般の生命を脅かすストレスの一種である。本

研究は，酸化還元反応を触媒する酵素class III植物ベルオキシダーゼ(POX; EC l.11.1.7)

遺伝子の病傷害に対する発現機構を明らかにし，植物の病傷害応答機構（病傷害シグナル

伝達機構）のより深い理解をめざして行われた。

（1）傷害誘導性夕バコベルオキシダーゼtpoxNI遺伝子の器官および組織特異的発現

  夕バコ葉にてタバコモザイクウイルス感染ならびに傷害処理により発現が誘導される

POX遺伝子，tpoxNJ遺伝子の傷害後の器官特異的発現を調べた糸古果，茎で最も強い発現

応答が見られた。0甜 Ń 遺伝子の転写産物の蓄積は，茎において傷害後1時間から少な

くとも54時間後まで認められた。り甜M遺伝子は，既知の防御シグナル物質および植

物ホルモン処理等に対して応答を示さず，その応答は新規の傷害シグナル伝達経路を介す

ることが示唆された。また，種々の阻害剤を用いた発現解析から，ゆ甜Ń 遺伝子の傷害

応答には，プロテインキナーゼ／プロテインフォス夕夕ーゼ活性ならびに出門〇v〇夕ンパ

ク質合成が必要であることが示された。約2kbのァ〇ぬりプ口モーターを用いたp甜Ń

プロモーター：：G乙ぶ形質転換体の組織化学的解析により，りDぬり遺伝子の応答と同様，

茎における顕著な傷害応答が示され，また，傷害により主として傷害部位ならびに維管束

組織特異的に発現誘導されることが示された。

（2）傷害誘導性に関与するァ鹹Ń プロモーター領域の特定

  りDxM遺伝子の傷害応答に関与するプロモーター領域を特定する目的で，約2kbの

ヶ鹹Mプ口モーターの削り込み解析を行った。種々の長さのり鹹 Ń プ口モーター（np2

～np7）：：G昭形質転換体の傷害応答性を調べた結果，np6～np7領域（‐278～－l15bp）が重

要であることが示された。この領域をさらに削り込み（np6a，np6bおよびnp6c），夕バコ

の茎を用いたボンバードメント法により解析したところ，np6a～np6b領域（‐239～‐201bp）

にりDxM遺伝子の転写に関与する領域の存在が示唆された。また，np6～np7領域を4分
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割した領域(np61～np64)をそれぞれ4回連続した配列(np61～np64x4)を用い，np61～

np64x4::GUS形質転換体を作成しプロモーター活性を調べた結果，np6a～np6b領域を含

むnp62領域(-239～-191 bp)に強い転写活性が認められた。np62領域には既知のストレ

ス応答に関与するCIS領域は認められず，この領域にtpoxŃ 遺伝子の転写に関与する新

規cis領域の存在が示唆された。

（3）ゆ¢ぬり遺伝子発現に関与する転写因子の単離および解析

  アD．ぬ′´遺伝子の誘導に関与する転写因子の単離を目的とし，夕バコの茎の傷害30分

ならびに2時間後の発現ライブラリーを作成し，np62x4配列をプローブとしたyeastワ

ンハイブリッドスクリーこングを行った。その結果，DNA結合性のAP2／ERF夕ンバク

質をコードする2種の新規cDNAが単離され，これらをWRAF1（盥ound‐responsive△P2

likefactor1）およびWRAF2と命名した。2種のWRAF‐GST融合夕ンパク質を作成し，

これらを用いたゲルシフト解析の結果，両WRAF夕ンパク質共にnp62領域に対する結

合性を示し，加vff′DでのDNA結合活性を有することが示された。np62領域をさらに限

定してゲルシフト解析を行ったところ，両夕ンパク質が結合するゅ甜Ń プ口モーター上

のcis領域として新規cis領域（‐226～‐216）の存在が示唆された。この新規cis配列は

np5～np6領域（‐546～‐279）内にも存在し，．この領域内の47bpの領域（ー434～‐388）に

対しても2種のWRAF共に結合活性を示した。両彫MF遺伝子の発現を解析した結果，

傷害後1時間を最大に一過的に誘導されており，ゆ甜M遺伝子の傷害応答より迅速であ

った。夕バコの茎を用いたポンバードメント法により両WRAF夕ンバク質の転写活性を

解析したところ，WRAFlのみに転写活性が認められた。

（4）イモチ病菌誘導性のイネ凡舛遺伝子の発現解析

  イネP（W遺伝子の病傷害応答の解析を目的に，22種のP（M遺伝子を用いてイモチ

病菌感染への応答を解析した。罹病性および抵抗性イネの第8葉期の葉を材料とし，イ

モチ病菌感染後の応答を解析した結果，22種中，10種のバW遺伝子で応答が認められ

た。これらの遺伝子は，抵抗性イネでは感染初期に罹病性より強い発現応答が認められる

一方，罹病性イネでの感染5日後に特に強い発現応答が認められる傾向が示された。ま

た，イモチ病菌感染に対する発現パターンより6種類に分類された。22種P（垪遺伝子

のイモチ病菌感染に対する応答と，イネ染色体上でのP（）X遺伝子の局在性には関連が見

られなかった。イモチ病菌感染により誘導されるイネP〔W遺伝子の器官特異的発現を解

析したところ，根，鞘葉，穂において構成的発現の傾向が認められた。イモチ病菌感染応

答性の10種P（M遺伝子のプ口ベナゾール，ジャスモン酸ならびに傷害に対する応答を

調べたところ，イモチ病菌感染により誘導される共通項を持ちながらも，その応答に多様

性が認められた。P〔冴遺伝子はイモチ病菌感染に対する応答を含め，一つの刺激に対し

て複数の分子種が応答するといった，応答の重複性が示された。これらのことから，イネ

のイモチ病菌感染を含むストレス抵抗性に関するPOX活性の重要性が示唆された。

  本研究では，夕バコ植物について未知の傷害シグナル伝達により誘導される遺伝子の発

現機構を解析し，そのプロモーター領域を特定した。この領域に結合する2種の新規な

傷害誘導性転写因子を単離し，新規CIS領域の存在を示した。また，イネイモチ病菌感染

ならびにストレスに対する発現解析により，植物のストレス耐性におけるPOX機能の重

要性が示唆された。これらの知見は学術的な知見に限らず，植物に病傷害ストレス耐性を
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与える応用面に関しても大いに貢献するものと判断される。

  よって審査員‾同は，佐々木克友が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有する

と認めた。
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